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dendritičnih celic in predstavljanje vnesenega antigena, kar dodatno izboljša njihovo 
učinkovitost. Zrele dendritične celice je potrebno oblikovati v cepivo, pri čemer je 
potrebno upoštevati mesto in način odmerjanja cepiva, razmisliti o velikosti odmerka 
ter morebitnem dodatku adjuvansa. Na uspeh modifikacije vplivajo številni dejavniki, 
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Preglednica 1: Klinične študije z modificiranimi dendritičnimi celicami ex vivo, ki so 
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1    UVOD  
Dendritične celice (DC) so zgolj eden izmed številnih tipov celic v našem telesu, vendar so za 
njegovo pravilno delovanje nepogrešljive. Omogočajo pravilno delovanje imunskega sistema 
in s tem zaščito pred boleznijo. Zaradi svojih lastnosti so se uveljavile tudi na področju proti-
rakave terapije. Ideja uporabe DC proti raku je predstavitev sicer skritih rakavih celic 
imunskemu sistemu posameznika, ki bi bil potem samostojno sposoben uničiti rakave celice, 
brez potrebe po drugih terapijah. Za doseganje tega cilja je potrebna modifikacija DC, le-ta pa 
temelji na dobrem poznavanju biologije DC, rakavega obolenja ter imunskega sistema. Danes 
obstajajo številni pristopi modifikacije celic, ki so svojo učinkovitost že dokazali tudi v 
praksi. 
2    BIOLOGIJA DENDRITIČNIH CELIC  
DC  so profesionalne antigen (Ag)-predstavitvene celice, ki imajo v našem telesu pomembno 
vlogo v povezavi med prirojenim (Ag nespecifičnim) in pridobljenim (Ag specifičnim) 
imunskim odzivom. V okviru prirojenega imunskega odziva prepoznavajo in omogočajo 
vnetni odziv na Ag patogenov ter signalov nevarnosti, v okviru  pridobljenega imunskega 
odziva pa procesirajo zunaj- ter znotrajcelične beljakovine, ki jih predstavljajo naivnim 
celicam T (Palucka in Banchereau, 2012; Collin in Bigley, 2018).  
 
Naivne DC nastajajo iz krvotvornih (hematopoetskih) matičnih celic, ki izvirajo iz kostnega 
mozga (Van Brussel in sod., 2012). Prisotne so na vseh mestih, kjer bi Ag lahko vstopil v telo. 
Ag prepoznavajo preko različnih receptorjev naravne imunosti, njihovo zajetje pa lahko 
poteka preko makropinocitoze, endocitoze ali fagocitoze. Zajetju Ag ob prisotnosti vnetnih 
signalov sledi dozorevanje DC (Constantino in sod., 2017; Kumagai in sod., 2008, cit. po Van 
Brussel in sod., 2012; Sallusto in sod., 1995; Sousa in sod., 1993; Kumar in sod., 2017). Le-to 
obsega zmanjšano aktivnost celic pri lovljenju novih Ag, povečano izražanje kompleksov 
MHC (»Major Histocompatibility Complex«), izločanje citokinov ter potovanje DC v 
limfatične organe preko C–C kemokinskega receptorja tipa 7 (CCR7). Zrele DC v limfatičnih 
organih predstavljajo Ag preko kompleksov MHC-II celicam T CD4+, preko kompleksov 
MHC-I celicam T CD8+ ali preko navzkrižne predstavitve Ag v kompleksih MHC-I celicam 
T CD8+. Pogoj za slednjo je, da zajetje Ag poteče preko fagocitoze, ki je značilna le za DC in 
makrofage, vendar je njena učinkovitost pri DC višja. Posebnost navzkrižne predstavitve je, 
da omogoča predstavljanje zunanjih Ag mikroorganizmov ter Ag spremenjenih celic in naj bi 
bila glavna pot predstavitve tumorskih Ag celicam T CD8+. Za uspeh navzkrižne predstavitve 
naj bi bila ključna povezava fagocitoznih veziklov z endoplazemskim retikulumom DC, 
vendar vloga povezave še ni dobro preučena. Za uspešno aktivacijo celic T sta, poleg 
povezave preko kompleksov MHC, ključni še povezava površinskih molekul DC s 
površinskimi molekulami celic T ter izločanje signalnih molekul, ki spodbujajo diferenciacijo 
naivnih celic T v efektorske celice T. V odvisnosti od citokinov, ki jih DC izločajo (npr. 
interlevkin-12 (IL-12), IL-13, IL-6, TGF-β (»Transforming Growth Factor Beta«) ali IL-10) 
se celice T razvijejo v različne podtipe. Del aktiviranih celic CD4+ in CD8+ se diferencira v 
spominske celice (Veglia in Gabrilovich, 2017; Constantino in sod., 2017; Van Brussel in 
sod., 2012; Martín-Fontecha in sod., 2003; Santos in Butterfield, 2018; Bol in sod., 2019; 
Pulendran in sod., 1999). 
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DC so za modifikacijo primerne zaradi sposobnosti zaznavanja eksogenih Ag in njihove 
navzkrižne predstavitve, stimulacije celic T, izločanja citokinov ter prisotnosti v različnih 
podtipih (Collin in Bigley, 2018; Bryant in sod., 2018).  
3    RAZVOJ RAKAVEGA OBOLENJA 
V našem telesu vsakodnevno nastajajo rakave celice, ki jih naš imunski sistem praviloma 
prepozna preko antigen-predstavitvenih celic, citotoksične celice T in celice naravne ubijalke 
(NK) pa obolele celice uničijo z izločanjem interferona γ (INF-γ) in citotoksičnih molekul, 
kot sta perforin in serglicin. Ag na rakavih celicah glede na ekspresijski profil ločimo na TAA 
(»Tumor Associated Antigens«) in neoantigene oziroma TSA (»Tumor Specific Antigens«). 
TAA lahko najdemo tudi na povsem zdravih celicah, medtem ko neoantigeni izvirajo iz 
mutacij v genomu rakavih celic in jih zdrave celice ne izražajo. Najpogostejši Ag na rakavih 
celicah so: 
 viralni Ag, značilni za rakava obolenja, ki so posledica okužbe z virusom,  
 Ag, ki nastanejo z mutacijami ali preureditvami eksonov v rakavih celicah, 
 Ag spolnih rakavih celic, značilnih za rakave celice na testisih ali jajčnikih, 
 Ag, ki so prekomerno izraženi v rakavih celicah v primerjavi z nivojem izražanja v 
zdravih celicah (npr. protein p53). 
 
Ag so največkrat  beljakovine oz. peptidi, vendar lahko antigen-predstavitvene celice 
prepoznajo tudi stresne signale (npr. NKG2D, ki ga izraža večina rakavih celic) ali mlečno 
kislino. Rakave celice lahko preko izločanja mlečne kisline spremenijo izražene površinske 
receptorje DC in znižajo njihovo raven izločanja IL-12, kar vodi v nezmožnost aktivacije 
celic T ter lažji pobeg rakavih celic (Van den Broek in sod., 1996; Barfoed in sod., 1999; 
Durgeau in sod., 2018; Constantino in sod., 2017; Gottfried in sod., 2006).  
 
Rast tumorja lahko opišemo v treh stopnjah: eliminacija (»elimination«), ohranjanje 
ravnovesja (»equilibrium«) ter pobeg (»escape«). V stopnji eliminacije imunski sistem 
učinkovito nadzira rast rakavih celic. Pojav novih oblik rakavih celic, ki so sposobne 
preživetja, razumemo kot začetek faze ohranjanja ravnovesja, ko imunski sistem uspešno 
preprečuje razraščanje tumorja, vendar le-tega ni zmožen uničiti. Faza ravnovesja lahko traja 
desetletja, pri čemer razraščanje tumorja preprečujejo celice T z izločanjem IL-12 ter INF-γ. 
Prehod v fazo pobega običajno omogočijo spremembe v nestabilnem genomu rakavih celic, ki 
povzročijo spremembo izraženih Ag, pridobitev neobčutljivosti na inhibitorne mehanizme 
imunskega sistema ali vzpostavitev imunosupresivnega stanja v mikrookolju rakavih celic 
(TME). V telesu se prične nenadzorovan razvoj raka, izločanje imunosupresivnih citokinov 
ter ko-stimulatornih ligandov (B7-H3, B7-H4) s strani že obstoječih rakavih celic pa še 
dodatno spodbuja napredovanje bolezni (Kumar in sod., 2017; Uyttenhove in sod., 2003; 
Rubinstein in sod., 2004; Da Silva in sod., 2013; Groh in sod., 2002; Kaplan in sod., 1998; 
Crispen in sod., 2008; Jiang in sod., 2010; Diamond in sod., 2011). 
 
Konfluenca rakavih celic običajno ustvari TME, ki omogoča zaščito rakavih celic pred 
imunskim sistemom tako, da  inhibira zajetje Ag, aktivacijo DC, predstavitev Ag ali 
aktivacijo celic T. Imunosupresija DC je lahko dosežena preko: 
 maskiranja Ag na rakastih celicah – npr. preko hipoglikozilacije, 
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 izločanja imunosupresivnih citokinov – npr. VEGF (»Vascular Endothelial Growth 
Factor«), TGF-β, MSCF (»Macrophage Colony Stimulating Factor«) in IL-10, 
 izločanja supresivnih alarminov – npr. povečano izločanje matriks metaloproteinaze-2 
(MMP-2), ki  inhibira izločanje IL-12, 
 hipoksije (prekomernega kopičenja adenozina, VEGF, prostaglandina 2 (PGE2), laktata 
ali IDO (»indoleamine 2,3-dioxygenase«), ki preprečujejo dozorevanje DC in 
izločanje IL-12 ter spodbujajo apoptozo celic T) ali  
 metaboličnega stresa – npr. vpliv na delovanje endoplazemskega retikuluma, kar vodi v 
nastanek oksidativnih kisikovih radikalov ter visoko akumulacijo lipidov v DC, kar 
negativno vpliva na sposobnost navzkrižne predstavitve Ag. 
 
Imunosupresija DC zniža njihovo sposobnost navzkrižnega predstavljanja Ag ter izločanja 
ko-stimulatornih molekul, povzroči pa lahko celo izločanje IL-6 ali galaktina-1, ki spodbujata 
razvoj rakavih celic. Vsi ti mehanizmi predstavljajo oviro tudi za modificirane DC v cepivu 
(Saxena in Bhardway, 2018; Ohta in sod., 2006; Herber in sod., 2010; Cubillos-Ruiz in sod., 
2015; Veglia in Gabrilovich, 2017; Gorsch in sod., 1992; Tesone in sod., 2016; Huang in sod., 
1998; Godefroy in sod., 2011; Sharma in sod., 1999). 
4    ZGODOVINSKI MEJNIKI V RAZVOJU IDEJE O UPORABI DC KOT CEPIVA 
PROTI RAKU 
Prvi je na možnost povezave med posameznikovim imunskim odzivom ter rakavim 
obolenjem nakazal William B. Coley, zdravnik, ki je deloval ob koncu 19. stoletja. Svoje 
paciente z rakom je namerno okuževal z bakterijami ter opazil, da aktivacija imunskega 
odziva z bakterijami izboljša tudi imunski odziv proti raku. Njegovo delo v takratnem času ni 
bilo sporno, je pa prejelo številne kritike v kasnejših desetletjih (Coley, 1893: 1, cit. po Akin, 
2015; Hall, 1997: 1, cit. po Akin, 2015; Kumar in sod., 2017). V približno istem času kot 
Coley sta na področju imunologije delovala tudi Paul Ehrlich in Ilya Metchnikov. Ehrlich je 
razvil teorijo, da celice z receptorji za toksine le-te prepoznajo in se nanje odzovejo ter 
razmišljal o mehanizmih ločevanja telesu-lastnega od telesu-tujega. Ilya Metchnikov se je 
osredotočal na prirojeno imunost ter predpostavil obstoj celic, ki v našem telesu uničujejo 
mikroorganizme. Za svoje delo na področju imunologije sta si Ehrlich in Metchnikov leta 
1908 delila Nobelovo nagrado za fiziologijo in medicino (Nussenzweig, 2011: 1).  
 
Do sedemdesetih let prejšnjega stoletja so že bili opisani specifičnost, raznolikost in spomin 
imunskega sistema ter ideja, da je imunski sistem sestavljen iz klonov celic, ki izražajo 
specifične receptorje. Leta 1973 sta Ralph Steinman in Zanvil Alexander Cohn pod faznim ter 
elektronskim mikroskopom opazila fenotipsko drugačen tip celic. Zaradi izrastkov in 
spreminjajoče oblike sta celice po grškem izrazu za drevo (»dendreon«) poimenovala 
dendritične celice. Istega leta so raziskave na živalskih modelih pokazale obstoj Ag, 
specifičnih za rakave celice in njihovo prepoznavo s strani imunskega sistema , vendar je 
natančnejšo analizo omogočil šele razvoj primerne tehnologije v devetdesetih letih prejšnjega 
stoletja (Gold in Freeman, 1965, cit. po Akin, 2015; Jäger in sod., 1998, cit. po Akin, 2015;  
Stockert in sod., 1998, cit. po Akin, 2015; Kumar in  sod., 2017; Steinman in Cohn, 1973, cit. 
po Nussenzweig, 2011). 
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Razvoj cepiv proti raku na osnovi DC je napredoval z odkritjem različnih podtipov DC ter 
receptorjev na celicah imunskega sistema. Leta 1989 je bilo razvito prvo poskusno cepivo, 
prva klinična študija proti-rakavega cepiva na podlagi DC pa je bila izvedena leta 1996. Leta 
2010 je Uprava ZDA za hrano in zdravila (Food and Drug Administration, FDA) odobrila 
prvo proti-rakavo cepivo z DC, Sipuleucel-T (Nussenzweig, 2011; Santos in Butterfield, 
2018; Kantoff in sod., 2010; Garg in sod., 2017). 
5    MODIFIKACIJE DENDRITIČNIH CELIC 
Namen proti-rakavih cepiv na osnovi DC je spodbuda imunskega odziva preko prilagojenih 
oz. modificiranih DC. Le-te nosijo Ag rakavega obolenja in v telesu bolnika preko 
predstavitve teh Ag naivnim celicam T sprožijo imunski odziv, pri katerem sta zaželena 
visoka učinkovitost in minimalna ne-tarčna toksičnost (Bol in sod., 2016; Bryant in sod., 
2018). 
 
Osnovni pristop priprave cepiva zajema izolacijo primernega podtipa DC, najpogosteje iz 
pacientove krvi,  izpostavitev DC primernemu Ag ter njihovo dozorevanje. Zrele DC je 
potrebno nato še formulirati v cepivo in odmeriti v pacienta na mestu, ki omogoča hiter vstop 
DC v najbližji limfatični organ, kjer pride do povezave DC s celicami T. Takšna modifikacija 
DC ex vivo omogoča uporabo različnih Ag, nenehno izboljševanje postopkov, nadzor 
kakovosti cepiva ter uporabo robustnejših DC, ki so manj občutljive na imunosupresijo TME, 
posledično pa doseganje boljših rezultatov zdravljenja. Po drugi strani pa je takšna 
modifikacija ex vivo zelo zahtevna, draga, dolgotrajna in običajno zahteva prilagoditev 
postopka posameznemu pacientu. Potrebno je tudi zagotoviti, da DC po vnosu v bolnika 
preživijo in ohranijo aktivnost dovolj dolgo, da uspešno sprožijo imunski odziv (Bryant in 
sod., 2019; Wculek in sod., 2020; Abraham in Mitchell, 2016; Sabado in sod., 2017). Na 
uspešnost cepljenja vplivajo uspešnost modifikacije DC, količina rakavih celic in vivo, izvor 
Ag, sestava maturacijskih koktejlov, odmerek cepiva, urnik cepljenja ter splošno imunološko 
stanje pacienta (Bryant in sod., 2019; Abraham in Mitchell, 2016; Garg in sod., 2017). 
5.1    PODTIPI DENDRITIČNIH CELIC 
Izbira pravega podtipa DC ima ključno vlogo v končnem uspehu cepiva. V človeškem telesu 
obstaja več različnih podtipov, ki se med seboj razlikujejo glede na izražene celične 
receptorje, razširjenost, funkcijo ter sposobnost predstavitve Ag. Največjo učinkovitost cepiva 
dosežemo z izolacijo pacientu lastnih DC, za kar je najbolj uveljavljena uporaba protiteles , 
specifičnih za točno določen izraženi receptor željenega podtipa DC ter označenih z biotinom, 
ki omogoča ločevanje z uporabo magnetnih delcev (Garg in sod., 2017; Constantino in sod., 
2017; Collin in Bigley, 2018). Pred izolacijo je priporočljiva in vivo aktivacija za namnožitev 
naivnih DC, saj predhodno aktivirane DC bolje dozorevajo, izločajo več citokinov ter 
vzbujajo boljši odziv celic T (Kumar in sod., 2017; Santos in Butterfield, 2018; Constantino 
in sod., 2017; Van Brussel in sod., 2012; Maraskovsky in sod., 2000). 
 
Alternativa izolaciji je diferenciacija DC iz krvnih mononuklearnih celic oz. monocitov. Le-te 
po izolaciji v celični kulturi izpostavimo GM-CSF (»Granulocyte-Macrophage Colony 
Pungert, T. Modificirane dendritične celice kot cepivo proti raku. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, študij biotehnologije, 2020 
5 
 
Stimulating Factor«) ter IL-4 za 5 do 7 dni, s čimer pridobimo naivne DC (Constantino in 
sod., 2017). 
 
V grobem DC delimo na plazmacitoidne dendritične celice (pDC) in konvencionalne 
dendritične celice (cDC), slednje ločimo še na cDC1 ter cDC2, obstajajo pa tudi 
Langerhansove celice v perifernih tkivih. Razvoj vsakega podtipa je odvisen od izražanja 
specifičnih transkripcijskih faktorjev (Van Brussel in sod., 2012; Veglia in Gabrilovich, 
2017). 
5.1.1    Plazmacitoidne dendritične celice  
pDC se nahajajo v vranici, prižljcu, limfnih vozlih, mukoznih tkivih ter jetrih (Veglia in 
Gabrilovich, 2017). Za njihov nastanek sta najpomembnejša transkripcijska faktorja GATA2 
ter IRF8, vplivajo pa tudi drugi (Rathinam in sod., 2005; Carotta in sod., 2010; Onodera in 
sod., 2016). Glavna naloga pDC je izločanje interferona tipa I, IL-12, IL-6 ter TNF-α ob 
virusni okužbi. Sposobne so aktivacije spominskih citotoksičnih celic T ter predstavitve Ag 
celicam T CD8+, a so pri tem manj učinkovite kakor cDC  (Constantino in sod., 2017; Santos 
in Butterfield, 2018; Veglia in Gabrilovich, 2017; Gordon in sod., 2016, cit. po Collin in 
Bigley, 2018; Ju in sod., 2008). 
5.1.2    Konvencionalne dendritične celice 
Nahajajo se povsod v človeškem telesu, prepoznavajo raznolike Ag, izločajo protivnetne 
citokine, kot so TNF-α, IL-6 in IL-12 ter so po maturaciji sposobne povezave z raznolikimi 
celicami T in celicami naravnimi ubijalkami. Vse cDC lahko prepoznavajo Ag rakavih celic, 
zato so zelo uporabne za proti-rakavo terapijo (Sluijter in sod., 2015; Santos in Butterfield, 
2018; Fuertes in sod., 2011). 
 
Konvencionalne dendritične celice CD141 oziroma cDC1 najdemo v limfnih vozlih, vranici, 
kostnem mozgu, koži, pljučih, prebavilih ter jetrih, poleg tega predstavljajo manjši delež 
migratornih DC v krvi. Zaznavajo virusne Ag ter proste aktinske filamente ob celični smrti, 
Ag pa lahko predstavljajo celicam T CD8+, celicam T pomagalkam 1 (Th1) ter celicam 
naravnim ubijalkam. Zrele CD141 sproščajo IL-12 ter INF-3 (Granot in sod., 2017; Guilliams 
in sod., 2016; Haniffa in sod., 2012, cit. po Collin in Bigley, 2018; Poulin in sod., 2010; 
Jongbloed in sod., 2010; Bachem in sod., 2010). Prisotnost celic CD141 v rakavih tkivih vodi 
v vzpostavitev imunskega odziva ter boljši zdravstveni izid pacienta (Sluijter in sod., 2015; 
Sánchez-Paulete in sod., 2016; Böttcher in sod., 2018). 
 
Večji del migratorne populacije konvencionalnih DC v našem telesu predstavlja podtip CD1c 
oziroma cDC2, ki s krvjo krožijo po telesu. Prepoznavajo lipopolisaharidne Ag, bakterijski 
flagelin, glikolipide ter imajo visoko sposobnost aktivacije celic T CD4+ (Rhijn in sod., 2013, 
cit. po Collin in Bigley, 2018; Haniffa in sod., 2012, cit. po Collin in Bigley, 2018; Guilliams 
in sod., 2016; Granot in sod., 2017; Van der Aar in sod., 2007; Saxena in Bhardwaj, 2018; 
Segura in sod., 2015, cit. po Veglia in Gabrilovich, 2017; Binnewies in sod., 2019). Zrele 
cDC2 izločajo visoke koncentracije IL-12 (Santos in Butterfield, 2018; Nizzoli in sod., 2013). 
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5.1.3    Langerhansove celice 
Langerhansove celice so podtip DC v epitelnih tkivih. Njihova glavna vloga naj bi bilo 
prepoznavanje glikolipidnih Ag, migracija v limfne vozle ter aktivacija naivnih celic T 
(Bigley in sod., 2015; Romano in sod., 2012; Carpentier in sod., 2016; Van der Aar in sod., 
2007).  
5.1.4    Dendritične celice, ki izvirajo iz monocitov  
Vnetne DC nastanejo iz monocitov kot posledica vnetja, rakavega obolenja ali okužbe. V 
poskusih ex vivo so izločale IL-1, TNF-α, IL-12 in IL-23 ter uspešno stimulirale celice T 
CD4+ in CD8+ (Segura in sod., 2013; Zaba in sod., 2009). Potrjena je bila njihova prisotnost 
v TME, vendar so za uporabo v cepivih manj primerne zaradi zahtevnejšega pridobivanja, 
slabe migracije v limfatične organe ter nizke sposobnosti navzkrižne aktivacije (Segura in 
sod., 2013; Saxena in Bhardwaj, 2018). 
 
Alternativa izolaciji DC iz pacienta je uporaba celičnih linij, ki zaradi večje dostopnosti 
omogočajo obširnejša testiranja, poleg tega ni omejenosti s koncentracijo celic, samo delo pa 
je manj zahtevno. Glavna težava celičnih linij, zaradi katere le-te še niso uveljavljene, je 
njihova potencialna imunogenost in vivo (Saxena in Bhardwaj, 2018). 
5.2    PRIVZEMANJE PRIMERNEGA ANTIGENA V DC 
V grobem delimo Ag na definirane in nedefinirane. Nedefinirane Ag pridobimo iz celega 
tumorja in jih ne poznamo natančno, izvirajo npr. iz lizatov celih tumorjev, mRNA, izolirane 
iz celega tumorja, odmrlih tumorskih celic, tumorskih eksosomov ali fuzij rakavih celic in 
DC. Prednost uporabe nedefiniranih virov Ag je, da utegnejo vsebovati več potencialno 
imunogenih molekul, medtem ko uporaba definiranih virov Ag olajša postopke pridobivanja, 
bolje zadosti pogojem dobre proizvodne prakse, pri uporabi pa pričakujemo manj neželenih 
stranskih učinkov (Bryant in sod., 2018; Inzkirweli in sod., 2007; Nagayama in sod., 2003; 
Rosenblatt in sod., 2011; Saxena in Bhardwaj, 2018). 
 
Izpostavitev Ag v kompleksih MHC je mogoče doseči preko privzemanja Ag v citoplazmo 
DC, njegovo obdelavo in izpostavitev v kompleksih ali preko neposrednega vnosa Ag na 
komplekse MHC. Kljub dvema obstoječima potema ex vivo modifikacija DC najpogosteje 
poteka preko privzemanja Ag v citoplazmo DC. Trenutno še ne obstaja standardizirana 
metoda modifikacije DC ex vivo, prav tako ni znano, katera je najučinkovitejša. Trenutno 
uveljavljeni pristopi se razlikujejo po viru Ag ter načinu izpostavitve DC, uspeh procesa pa je 
odvisen od narave uporabljenega Ag, zadostne količine vira Ag (v primeru uporabe 
pacientovih lastnih rakavih celic je pomembna dostopnost rakavega tkiva za odvzemanje 
vzorcev), poznavanja Ag ter same izvedbe postopka. Pomanjkanje metod, ki bi omogočile 
učinkovito sledenje uspešnosti modifikacije, dodatno onemogoča njen hitrejši napredek 
(Constantino in sod., 2017; Wculek in sod., 2020; Abraham in Mitchell, 2016). 
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5.2.1    Uporaba peptidov in proteinov  
Peptide izoliramo iz lizatov ali površine celične stene rakavih celic (Abraham in Mitchell, 
2016). Nalaganje proteinskih Ag v komplekse MHC obsega zajetje proteina, njegovo 
razgradnjo v citosolu DC ter izpostavitev nastalih kratkih peptidov na površini kompleksa, 
kjer jih lahko prepoznajo celice T CD8+ ali celice T CD4+. Peptidne Ag, dolge med 14 in 20 
aminokislin, je mogoče tudi neposredno vstaviti na komplekse MHC-I in MHC-II, izražene na 
površini DC (Bryant in sod., 2018; Santambrogio in sod., 1999). 
 
Prednosti uporabe peptidov oziroma proteinov kot vira Ag so nizka cena, manj zahtevno delo, 
višja specifičnost, možnost nakupa proteina ter varnost uporabe. Uporaba proteinov in daljših 
peptidov običajno rezultira v boljšem imunskem odzivu (Durgeau in sod., 2018). 
Pomanjkljivosti tega vira Ag so zahteva po poznavanju haplotipa pacienta za uspešno vezavo 
peptidov ter pogosto neuspešno izražanje proteinov v kompleksih MHC-I. Težavo lahko 
predstavljajo tudi zamenjave posameznih aminokislin, ki vodijo v spremembo vezavne 
afinitete med aminokislinami in kompleksi MHC (Constantino in sod., 2017; Bryant in sod., 
2018; Pinilla-Ibarz in sod., 2006).   
5.2.2    Uporaba tumorskih celic 
Za ustvarjanje celičnih lizatov ali fuzij z DC je možna uporaba pacientu lastnih rakavih celic 
ali rakavih celičnih linij. Uporaba pacientovih rakavih celic je zaradi skladnosti 
(personaliziran pristop) boljši vir Ag, vendar lahko težavo predstavlja dostopnost rakavega 
tkiva (Kumar in sod., 2017). 
 
Ustvarjanje fuzij rakavih celic in DC obsega izolacijo rakavih celic, njihovo nekrozo ter 
dodatno obsevanje (uporaba UV, X ali gama žarkov) oz. toplotno obdelavo, ki nedvoumno 
zagotovijo celično smrt. Le mrtve rakave celice so sprejemljive za združitev z DC. Združitev 
je mogoče doseči z metodami, ki jih uporabljamo za ustvarjanje hibridomov, najpogosteje z 
uporabo elektrofuzije ali raztopino polietilen glikola (Obeid in sod., 2007; Jenne in sod., 
2000; Gerhard in sod., 1978; Rosenblatt in sod., 2011; Saxena in Bhardwaj, 2018). Cilj 
pristopa je ustvariti imunski odziv na širok nabor različnih Ag, ki jih tumor lahko izraža in 
vivo. Združene celice vsebujejo dve vrsti nukleinskih kislin – nukleinske kisline v jedru DC 
ter nukleinske kisline iz jedra rakave celice, ki so vir Ag. Združene celice lahko predstavljajo 
več Ag naenkrat, ohranijo sposobnost tvorbe ko-stimulatornih molekul, regulacijo CCR7 ter 
izločajo IL-12. Prednost pristopa je, da aktivacija in zorenje DC potečeta spontano (Avigan in 
sod., 2012, cit. po Bryant in sod., 2018; Avigan in sod., 2012, cit. po Abraham in Mitchell, 
2016; Gong in sod., 1997).  
 
Prednosti kokultivacije DC z lizati rakavih celic so majhen potreben volumen vzorca tumorja 
(Abraham in Mitchell, 2016), identifikacija Ag oz. tumorskih celic ni potrebna, predstavitev 
Ag DC pa poteče samostojno (Bol in sod., 2016). V praksi se je izkazalo, da pri tem pristopu 
težavo predstavlja manj učinkovita predstavitev Ag v kompleksih MHC-I, saj utegnejo 
preostale komponente tumorskega lizata, kot so citokini ter interlevkini, ovirati delovanje DC. 
V izogib vplivu ostalih komponent je možna uporaba tumorske mRNA, ki omogoča vnos le 
zapisa za Ag v DC, pri tem pa ne pride do izpostavitve DC tumorskim citokinom ali 
interlevkinom (Bryant in sod., 2018; Kyte in sod., 2006).  
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5.2.3    Uporaba mRNA 
Ob uporabi mRNA kot vira Ag sta možna dva pristopa in sicer uporaba celotne tumorske 
RNA (»total tumor RNA«, ttRNA) ali RNA, ki kodira posamezni Ag. Glavna razlika med 
pristopoma je, koliko različnih Ag lahko DC po modifikaciji izražajo. V primeru uporabe 
RNA, ki kodira specifičen Ag, bodo vse modificirane DC izražale enake Ag, medtem ko ob 
uporabi ttRNA pride do izražanja širšega nabora nedefiniranih Ag. Posledično uporaba ttRNA 
omogoča širši odziv celic T, vendar obstaja možnost, da bo le-ta šibkejši kakor ob uporabi 
mRNA, ki kodira specifični Ag. Slednjo je mogoče gensko spreminjati ter tako dodatno 
povečati imunski odziv, a lahko težavo predstavlja nizka izraženost izbranega Ag in vivo. 
Posledično aktivirane celice T v pacientu ne bi prepoznale rakavih celic in bolezen bi 
napredovala (Abraham in Mitchell, 2016; Heiser in sod., 2001). Uporaba mRNA omogoča 
predstavljanje v obeh kompleksih MHC ter posledično aktivacijo tako celic T CD8+ kakor 
tudi celic T CD4+ (Van Nuffel in sod., 2012). 
 
Vstop mRNA v DC je mogoče izvesti preko elektroporacije, viralnega prenosa ali 
liposomalne transfekcije. Najpogosteje je v rabi elektroporacija, kjer visoki električni impulzi 
povzročijo začasen nastanek por v celični membrani, skozi katere mRNA vstopi v DC, 
postopek pa ne zahteva uporabe dodatnih reagentov (Dietz in Vuk-Pavlovic, 1998; Markov in 
sod., 2012; Tieleman, 2004). Viralni prenos temelji na uporabi adenovirusov ali lentivirusov, 
ki RNA zaščitijo znotraj virusne kapside (Dietz in Vuk-Pavlovic, 1998). Enaka zaščitenost 
mRNA je dosežena ob uporabi lipidnih kompleksov (Abraham in Mitchell, 2016). Uporaba 
virusnih vektorjev pogosto vodi v spontano dozorevanje DC, poleg mRNA pa omogočajo 
prenos genov za citokine ali ko-stimulatorne molekule, ki v pacientu okrepijo imunski odziv 
(Constantino in sod., 2017; Abraham in Mitchell, 2016). Ob njihovi uporabi je zahtevano, da 
je uporabljen virus sposoben okužbe DC, ni pa sposoben podvojevanja (Abraham in Mitchell, 
2016).  
 
Uporaba mRNA kot vira Ag omogoča personalizirano terapijo, saj je možna uporaba mRNA 
pacientu lastnih tumorskih celic, za izvedbo pa ni zahtevan velik vzorec rakavega tkiva. 
Količino tumorske mRNA lahko namreč povečamo z verižno reakcijo s polimerazo ter in 
vitro transkripcijo (Abraham in Mitchell, 2016). 
5.2.4   Uporaba neoantigenov oziroma TSA 
TSA zaradi svoje specifičnosti za rakave celice in popolne odsotnosti na zdravem tkivu 
delujejo kot idealen vir Ag (Lu in Robbins, 2016). V laboratorijskih pogojih so sprožili 
spontano dozorevanje DC ter uspešno aktivacijo celic T, slednje pa so zavrle napredovanje 
tumorja. Vendar pa se pojavnost TSA med rakavimi obolenji zelo razlikuje, njihova 
identifikacija je izjemno zahtevna ter dolgotrajna, zaradi visoke specifičnosti za posameznega 
pacienta pa ne omogočajo masovne modifikacije DC ter proizvodnje cepiva, ki bi ga bilo 
mogoče uporabiti za zdravljenje več pacientov (Abraham in Mitchell, 2016; Bol in sod., 2016; 
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5.3    DOZOREVANJE DENDRITIČNIH CELIC 
Vnosu izbranega Ag v naivne DC sledi dozorevanje oziroma maturacija celic, kar v praksi 
pomeni, da DC Ag obdelajo ter izpostavijo v kompleksih MHC. Zrele DC so uspešnejše pri 
migraciji do limfatičnih organov, tvorbi citokinov, izražajo več kompleksov MHC ter ko-
stimulatornih molekul in bolje aktivirajo limfocite T, kakor nezrele DC. Uspeh zorenja je 
odvisen od uporabljenega podtipa DC ter signalov, katerim so celice izpostavljene. Zorenje 
lahko poteče spontano ob izpostavitvi DC Ag ali je doseženo z uporabo citokinskih 
maturacijskih koktejlov (vsebujejo različne kombinacije TNF-α, IL-1β, IL-6, INF-γ in druge 
citokine), PGE2, ko-stimulatornih receptorskih ligandov ali agonistov receptorjev TLR (Bol 
in sod., 2016; Draube in sod., 2011; Kumar in sod., 2017; Saxena in Bhardwaj, 2018).  
 
Kompleksnejši pristop k zorenju DC je vnos mRNA ali DNA v DC, ki so bile predhodno že 
izpostavljene Ag, za kar sta najpogosteje v rabi elektroporacija in uporaba virusnih vektorjev. 
Namen je vnos genov za citokine ter ko-stimulatorne molekule, kar vodi v povečano izražanje 
teh molekul s strani DC ter večjo sposobnost aktivacije celic T. Oba pristopa vnosa 
nukleinskih kislin omogočata hkraten prenos več genov v DC (Abraham in Mitchell, 2016). 
 
DC, ki so uspešno privzele Ag ter dozorele, so primerne za uporabo v cepivu.  
5.4    IN VIVO PRISTOP 
In vivo pristop vplivanja na DC je alternativa pristopu ex vivo, pri čemer DC ne izoliramo iz 
pacienta, temveč s cepivom v telo vnesemo Ag, ki jih in vivo privzamejo naivne antigen-
predstavitvene celice. Ag so v cepivu najpogosteje vezani na protitelesa, specifična za točno 
določen površinski receptor izbranega podtipa DC, mogoča je tudi uporaba nanodelcev. 
Prednosti pristopa so cenejša in manj zahtevna priprava cepiva, možnost masovne 
proizvodnje ter doseganje aktivacije DC na več mestih v telesu, a je postopek le redko 
uspešen brez uporabe adjuvansov. Tako je za uspešnost postopka potrebno upoštevati možne 
podtipe DC na mestu cepljenja, doseči dobro vezavo primernega Ag na protitelo oz. 
nanodelec ter izbrati ustrezen adjuvans. Celo natančno upoštevanje vseh faktorjev pa ne 
zagotavlja dobrega in vivo odziva ter zaviranja rasti rakavega obolenja (Bol in sod., 2016; 
Hawiger in sod., 2001; Constantino in sod., 2017; Wculek in sod., 2020; Ueno in sod., 2011; 
Tacken in sod., 2006).  
6    OBLIKVANJE CEPIVA 
6.1    NAČINI ODMERJANJA CEPIVA 
Cepivo je mogoče odmeriti intravenozno, intradermalno (cepljenje v kožo), v podkožje 
(subkutano), v limfne vozle ali neposredno v tumor (Constantino in sod., 2016; De Bruijn in 
sod., 2019). Najpogosteje je intradermalno odmerjanje cepiva, ki je cenovno ugodnejše in 
lažje izvedljivo. Študije so pokazale, da le približno 4% DC uspešno doseže limfne vozle, a so 
le-te sposobne močne stimulacije celic T (Verdijk in sod., 2009; Fong in sod., 2001; 
Lesterhuis in sod., 2011). Doziranje cepiva v limfne vozle je zelo zahtevno, drago, uspeh 
cepljenja pa je močno odvisen od pravilnosti izvedbe postopka, vendar omogoča hitro 
potovanje modificiranih DC v bližnje limfne vozle ter najboljšo aktivacijo celic T (Verdijk in 
Pungert, T. Modificirane dendritične celice kot cepivo proti raku. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, študij biotehnologije, 2020 
10 
 
sod., 2009; Lesterhuis in sod., 2011). Drugi načini odmerjanja cepiva se uporabljajo redkeje. 
Ob intravenoznem ter subkutanem cepljenju težavo predstavlja slaba migracija modificiranih 
DC, le manjši delež  namreč uspešno doseže limfne vozle. Cepljenje neposredno v tumor je 
mogoče le v redkih primerih, izvedba je zelo zahtevna, smrtnost modificiranih DC pa je 
zaradi TME visoka (Constantino in sod., 2016; Guo in sod., 2007; Higham in sod., 2010). 
6.2    KONCENTRACIJA DENDRITIČNIH CELIC V ODMERKU 
Koncentracija modificiranih DC v posameznem odmerku cepiva je pogojena z uporabljenim 
podtipom DC ter izbranim načinom odmerjanja cepiva. Aarntzen in sod. (2013) so ob 
intradermalnem cepljenju opazili višjo učinkovitost ob manjši vsebnosti modificiranih DC v 
posameznem odmerku, zato bi v tem primeru optimalni načrt cepljenja obsegal več odmerkov 
z nižjimi vsebnostmi modificiranih DC (Bryant in sod., 2018; Draube in sod., 2011; 
Constantino in sod., 2016; Aarntzen in sod., 2013). 
6.3    UPORABA ADJUVANSOV 
Adjuvans je vsaka snov, ki ni Ag, temveč je cepivu dodana z namenom povečanja imunskega 
odziva. Izbira primernega adjuvansa temelji na njegovih učinkih na živost in migracijo 
modificiranih DC v limfne vozle, spodbujanju predstavljanja Ag, vplivu na celice T, 
spodbujanju delitev DC in vivo, izločanje ko-stimulatornih molekul ter citokinov ali 
skladnosti adjuvansa z zahtevami smernic dobre proizvodne prakse (Saxena in Bhardwaj, 
2017; De Bruijn in sod., 2019; Bryant in sod., 2018). 
 
Že uveljavljeni adjuvansi so aluminijeve soli, IFA (Incomplete Freund’s Adjuvant), citokini 
ter agonisti TLR. Najpogostejša je uporaba citokinskih koktejlov, ki običajno vključujejo 
GM-CSF, IL-2, IFN-α, IL-7, TNF, IL-1, IL-6, INF-γ ter PGE2. Citokinski koktejli spodbujajo 
pacientove naivne DC, izražanje CCR7, navzkrižno predstavljanje Ag, izločanje ko-
stimulatornih molekul ter višajo učinkovitost in preživelost aktiviranih celic T v TME 
(Constantino in sod., 2016; Bryant in sod., 2018). Aluminijeve soli delujejo preko vezave Ag 
ex vivo in kasnejšega počasnega sproščanja in vivo, a so za uporabo v proti-rakavih cepivih 
manj primerne zaradi možnosti spodbuditve nastanka Th2 celic, ki znotraj TME ščitijo rakave 
celice. IFA spodbuja zadrževanje cepiva na mestu cepljenja in je zato primernejši ob cepljenju 
v limfne vozle. Ob njegovi uporabi kot samostojni ajduvans obstaja možnost negativnega 
vpliva na naivne celice T, zato se pogosteje uporablja v kombinaciji z drugimi adjuvansi. 
Agonisti TLR kažejo dober vpliv na dozorevanje DC, izločanje interferonov, polarizacijo 
celic Th1 ter supresijo rakavih celic, a se na mestu injiciranja hitro raztopijo, kar manjša 
njihovo učinkovitost, poleg tega je možnost uporabe odvisna od receptorjev TLR, ki jih izraža 
uporabljeni podtip DC. V praksi je mogoče kombinirati več agonistov TLR receptorjev v 
enem cepivu, kar dodatno zviša učinkovitost (Saxena in Bhardwaj, 2017; Hailemichael in 
sod., 2013; Constantino in sod., 2016; De Bruijn in sod., 2019; Bol in sod., 2016; Desch in 
sod., 2014). 
 
Med novejše adjuvanse spadajo onkolitični virusi, nanodelci ter protein albumin. Onkolitični 
virusi so virusi, ki lahko ob okužbi organizma sprožijo razvoj rakavega obolenja, zato so za 
uporabo v cepivih spremenjeni v ne-virulentne seve. Spodbujajo vnetni odziv, aktivacijo in 
zbiranje DC v TME, aktivacijo celic T, nekateri pa kažejo tudi sposobnost regresije tumorja. 
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Njihova slabost je potencialna imunogenost, ki lahko vodi v njihovo izničenje s strani 
pacientovega imunskega sistema. Nanodelci in albumin se do sedaj niso izkazali za 
primerljivo učinkovite, čeprav oba podpirata migracijo modificiranih DC v limfne vozle, 
delitve naivnih DC ter predstavljanje Ag celicam T (Saxena in Bhardwaj, 2017; Jewell in 
sod., 2011; Li in sod., 2013; Zamarin in sod., 2014; Hanson in sod., 2015; Wculek in sod., 
2020). 
 
Proti-rakava cepiva so se ob uporabi adjuvansov že izkazala za varna. Neželeni stranski 
učinki so v večini primerov obsegali lokalne reakcije na mestu cepljenja (izpuščaji, srbečica), 
rahlo povišano telesno temperaturo ter slabo počutje (Constantino in sod., 2016; Draube in 
sod., 2011). Kljub temu adjuvansa ni nujno dodati samemu cepivu, temveč ga je mogoče 
odmeriti ločeno. V tem primeru sta adjuvans in Ag vezana na monoklonsko protitelo, 
specifično za tarčni podtip DC, pri čemer je mogoče vezati le manjše količine, vezava pa 
lahko negativno vpliva na učinkovitost adjuvansa (Kreutz in sod., 2012). 
7    PREGLED CEPIV NA OSNOVI DC, KI SO V RAZVOJU ALI NA TRGU 
Leta 2010 je FDA odobrila prvo cepivo z DC proti raku na prostati, imenovano Sipuleucel-T. 
Vsebuje različne antigen-predstavitvene celice, ki so v pogojih ex vivo izpostavljene 
rekombinantnemu fuzijskemu Ag PA2024 iz prostatične kisle fosfataze (PAP) ter GM-CSF 
(Burch in sod., 2000; Kantoff in sod., 2010; Kumar in sod., 2017; Wculek in sod., 2020). 
Kantoff in sodelavci, 2010, so v klinični študiji III. faze pokazali, da čeprav Sipuleucel-T ni 
učinkovit za doseganje regresije tumorja (opažena le pri 5% pacientov), podaljša življenje 
pacientov za povprečno 4 mesece, kar je bil glavni razlog za njegovo odobritev (Kantoff in 
sod., 2010). Od tedaj sta FDA in Evropska agencija za zdravila (EMA) poseben status 
zdravila sirote podelili še trem cepivom z modificiranimi DC in sicer ICR-107, AV0113 ter 
DCP-001. ICR-107 in AV0113 se uporabljata za zdravljenje možganskega tumorja, DCP-001 
pa proti akutni mieloični levkemiji (Constantino in sod., 2016). 
 
Poleg cepiva Sipuleucel-T so bila preizkušena številna druga cepiva na podlagi modificiranih 
DC, najpogosteje proti melanomu (kožnemu raku), raku prostate, glioblastomu ali raku 
ledvic. Večina cepiv ne preide prve ali druge faze kliničnih testiranj, saj ob slabi učinkovitosti 
ne upravičujejo stroškov ter zamudnosti takih študij (Wculek in sod., 2020; Bryant in sod., 
2018). Glede na spletno stran ClinicalTrials.gov so v tretjo fazo kliničnih študij vstopila 
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Strategija cepiva z dendritičnimi 
celicami 
Status študije Število 
pacientov 
Leto 
Rak prostate Sipuleucel-T Zaključena  176 2001-2015 
Rak debelega 
črevesa in danke 
Modifikacija z pacientu lastnimi lizati 
rakavih celic  
Še ne zbirajo 
pacientov 
/ 2015- 
Rak na jajčnikih DCVAC/OvCa Še ne zbirajo 
pacientov 
/ 2019- 
Maligni limfom Modifikacija z lizati rakavih celic Zaključena  Ni podatka 2000-2005 
Rak prostate Sipuleucel-T Zaključena  127 2004-2010 
Glioblastom  Modifikacija z mRNA pacientu 




Očesni melanom Modifikacija pacientu lastnih DC z 














Rak prostate DCVAC/PCa Zaključena 1182 2014-2020 










Kožni melanom Modifikacija DC z tumorskimi 
antigeni 
Poteka 210 2016- 
8    ZAKLJUČEK 
Če povzamemo, bi popolno cepivo z ex vivo modificiranimi DC proti raku izzvalo močan 
selektiven imunski odziv, povzročilo nazadovanje bolezni ter vodilo v nastanek spominskih 
imunskih celic, ki bi preprečile ponoven razvoj bolezni. Čeprav so se do sedaj preizkušena 
cepiva izkazala za varna, v večini primerov niso dosegla zastavljenih ciljev in le redko 
preidejo drugo fazo kliničnih testiranj. Najverjetnejši razlog za dosedanje neuspehe je 
preizkušanje cepiv z modificiranimi DC na pacientih z močno napredovanim bolezenskim 
stanjem in močnim spremljajočim učinkom TME. Gulley in sodelavci so namreč že leta 2010 
poročali o višji učinkovitosti cepiva z DC v zgodnjih fazah bolezni, ko je imunosupresija 
TME nizka (Gulley in sod., 2010). Na področju gotovo obstaja veliko možnosti za izboljšave, 
trenutno pa se največ raziskav usmerja v kombinacije cepiv na osnovi modificiranih DC z 
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